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かれている。 
 第 1 は 1980年代後半の、この論文の題材でもあるキネシンの発見である










 第 2 に、ミオシン及びキネシンモーター部位の三次構造の解析の成功が




 第 3 には、近年めざましい発展をとげている分子の動きに対する顕微鏡
解析技術と実験手法の進歩である。その最初は、1990 年代前半から導入さ
れた、in vitro  motility assayという蛍光顕微鏡下において、モータータンパ
ク質によって生じる運動(例えば蛍光標識アクチンフィラメントの動き)を
測定する方法であり、モータータンパク質の機能を試験管で直接定量的に再













































の頭部に ADP を結合している。ADP の結合はキネシンの構造を安定化し、
解離速度は非常に遅い(キネシンはヌクレオチドがないと変性しやすいが、
微小管に結合すると安定化する)。ところがそこに微小管を加えると、結合
していた ADP の半分が解離した。さらに ATP を加えると、もう半分の ADP
が解離した。この結果の解釈は、一方の頭部が微小管に結合すると ADP を




(Hackney, 1988; Hackney, 1994)。 
双頭構造をもつ従来型キネシンはプロセッシブであり、微小管から解離す
るまでに 8nm ステップを１秒間に 100 回以上繰り返す(Svoboda et al ., 
1993)。8nm は a、ß サブユニットで構成されている一対のチューブリンヘ
テロダイマーのサイズに対応する。また、従来型キネシンはタイトカップリ
ング型モーターであり、8nm ステップは 1 回の ATP 加水分解を伴う(Hua et 







ていない。最近西山ら(Nishiyama et al., 2001)によって 8nm ステップが２
つの 4nm ステップからなっていることが示されたこともあり、この問題は
今後キネシンの歩行メカニズムを解明する上での鍵である。 
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キネシンのプロセッシブ性を説明するために以前から提案されているの
が、hand-over-hand モデルである(Vale and Milligan, 2000; Schief and 

















分子モーターがプロセッシブであるためには高い duty ratio(１回の ATP
加水分解サイクルに占める結合時間の割合)が必須であるという考え方があ
る(図 1-3)。双頭構造を持つ分子モーターがプロセッシブであるためには、
それぞれの頭部の duty ratioは少なくとも 0.5 以上でなければならない。0.5
以下だと双頭ともに解離してしまう瞬間が生じると考えるのである。一方、
筋肉を構成する非プロセッシブなミオシンⅡでは、duty ratio は 0.01～0.1
であり、従ってアクチンフィラメントに滑り運動を引き起こすためには 10
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キネシンのヌクレオチド結合部位はヌクレチドなし状態と、ATP、ADP・
Pi、ADP 結合の、少なくとも 4 つのヌクレオチド状態をとるはずである。
この 4 つのヌクレオチド状態と、強結合・弱結合状態、及び解離状態を区
別したキネシンのメカノケミカルサイクルに関するモデルが上記の




決定的でなく、ヌクレオチドなし状態と AMP-PNP（非分解性の ATP アナ
ログ）存在下の両方で単頭結合が優位に観察されるという報告(Hirose et al ., 


















を移動したことで最近確かめられた(Rice et al., 1999)。それによると、微小
管に結合した頭部のネックリンカーは、ヌクレオチドなし状態、あるいは




うになると考える。このように、せいぜい 5nm しか離れていない 2 つの頭





いからである(Endow and Higuchi, 2000)。従来型キネシンが高いプロセッ
シブ性を持つ秘密は、少なくとも一方の頭部が常に微小管に結合しつづけて














質の KIF1A で報告されている (Okada and Hirokawa, 1999)。単頭の KIF1A
が平均 1 µmも解離せずに微小管のプラス端方向に移動するのである。 
どのような仕組みで、単頭 KIF1A は微小管から解離することなく一方向
に移動できるのだろうか？微小管と結合している KIF1A の触媒部位の構造
を、ADP 状態と AMP-PNP 状態とで電子顕微鏡解析し、X 線結晶解析で得





とができる(Kikkawa et al ., 2001)。その上、KIF1A はキネシンと同様の微小
管結合部位とリジンに富むループ(K-ループ)を持っていて、このループがチ
ューブリンのグルタミン酸に富む C 末端部と結合する。つまり KIF1A は単
頭内部に 2 つのチューブリン結合部位を持っていて、これを利用して解離
することなく運動できることが分かってきた(Kikkawa et al ., 2001)。事実、
このループを削除したり変異させたりするとプロセッシブ性が減少した。さ
らに、従来型キネシンの単頭部分(そのままでは非プロセッシブ )の K-ループ

















リーでも ncd や Ker3、それに細胞質ダイニンはマイナス端方向に運動する。
特にキネシンと ncd ではモーターコア(モータードメインのうちネックリン









coiled coilをつなぐ Loop L0の Gly347と Asn348を削除した変異体がプラ
ス端へと運動方向を変えることが示されている (Wade and Kozielski, 2000)。
また、Endowと樋口により、ncd の同じドメインにある 340番目の Asp を
Lys に変えた変異体は、プラス端とマイナス端のどちらにも従来型 ncd と同
じ速さで運動することが見出された(Endow and Higuchi, 2000)。ちなみに、
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にした研究は当研究室においては初めてのため、詳しい精製方法を示した。 
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第 7 章では本論文の結果をまとめ、キネシンの 1 分子での機能解析の今
後の展望について述べる。 

























図 1-1 キネシンの立体構造 
 
従来型キネシンの立体構造(Kozielski et al., 1997)。ホモダイマーの N端側
にある 2 つの頭部は、それぞれ同じ微小管結合部位とヌクレオチド
(ATP/ADP)結合部位を持つ。両方の頭部に ADP を結合している状態では頭








































































































































図  1-4 光ピンセット法による 1分子キネシンの運動・力学測定 
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【第 2章】 
実験系の概要  






 微小管は多くの真核細胞に存在する太さ約 25nm の細長い管状構造体で、
紡錘体の主要構成成分として染色体の分配に関与し、鞭毛や繊毛の運動構造
体を形成し、また、物質の細胞内輸送のレールとして機能している。微小管
は、主要構成物であるチューブリン (a? 、ß? サブユニットから成るヘテロ
ダイマー、ダイマーあたり 2 分子の GTP あるいは GDP を結合している)が
重合して管状構造をとったものである。微小管壁には多種類の非チューブリ












前日の準備：豚脳 3 個を注文(芝浦臓器、電話 03-3471-3371) 
 
用意するもの 





Washing Buffer   500ml (注:1000mlのビーカーに入れる) 
0.24M Sucrose 
10mM MgCl2 
10mM Na-Pi buffer (pH 6.8) 
 
RB(reassembly buffer)  500ml (豚脳 4 個の時は 700ml) 
  10mM MES-NaOH (pH.6.8) 
  0.5mM MgSO4 
  100mM KCl 
  1mM EGTA 
  2mg/ml leupeptin 
  0.4mM PMSF 
  1mM DTT 
うち 300mlは+1mM ATP、200mlは+1mM GTP。 
 
Phosphocellulose (PC) カラム用の溶液 
0.5N NaOH       500ml 
0.5N HCl         500ml 
 
Buffer A  
  100mM MES-NaOH (pH 6.8) 
  0.5mM MgCl2 
  1mM EGTA 
 
PC          500ml 
  20mM MES-NaOH (pH 6.8) 
 - 23 - 
  0.5mM MgCl2 
  1mM EGTA 
 
Buffer B      10ml 
  0.9M MES-NaOH (pH 6.9) 
  11mM MgSO4 









の時、最終的に上澄みの pHが 11 になるまで)。 
? 
0.5N HCl 500mlに加えて、ガラス棒で混ぜる。５分間放置。 
? 
上澄みを捨て、DDW で数回洗う(Decantation) (この時、最終的に上澄みの
pHが 3 以上になるまで)。 
? 





PC に BufferA を加え、pH を 6.8 にあわせる。懸濁液を脱気する(しなくて
も可)。 
? 
 - 24 - 
PC をカラムにつめる。攪拌した PC を勢いよくカラムに流し込む。PC が
沈殿するのを待ち、足りない場合は上から静かに PC 懸濁液を加える。容量
の目安は、カラムベッドボリューム 1mlに対して微小管タンパク質 2mg 以
下とする。 
? 













3 個の豚脳の血管・膜を丁寧に取り除き、冷たい washing bufferで洗う。計
量してから(約 300g)、包丁で薄切りにする。 
? 
等量の冷たい RB(ATP)を加え、ホモジナイズする(low speed、約 30 秒間)。 
? 




40 分間, 2 °C) 
? 
sup をビーカーに移したのち、スターラーで混ぜながらそこに glycerol(sup.
 - 25 - 
の x1/3 vol)と ATP(final 1mM)を加え、37 °C で 20 分間放置して微小管を重
合させる。この間にローターを 37 °C に暖める(以下同じ)。 
? 
微小管を集めるために超遠心する(40,000rpm 40 分間, 37 °C)。 
? 




ゴミ落とし。超遠心する(40,000rpm 40 分間, 2 °C) 
? 
sup に ATP(final 1mM)と glycerol(sup.の x1/3vol.)を加え、37 C°で 20 分間
放置して微小管を重合させる。 
? 
微小管を集めるために超遠心する(40,000rpm 40 分間, 37 C°) 
? 
pptを約 25mlの RB(GTP)に冷やしながら、泡立てないように suspend する
(時間をかけて冷やすとよく溶ける)。 
? 
ゴミ落とし。超遠心する(40,000rpm 40 分間, 2 C°) 
? 
sup に ATP(final 1mM)と glycerol(sup.の x1/3vol.)を加え、37 C°で 20 分間
放置して微小管を重合させる。 
? 
微小管を集めるために超遠心する(40,000rpm 40 分間, 37 C°)。 
? 
続けてカラムにかけるときは、pptを PC+GTP 約 10mlに溶かす。チューブ
リン濃度を測る(100～150mg程度取れているはず)。 
カラムにかけないときは ppt を冷 RB(GTP)に溶かす。液体窒素で凍結させ
た後、-80 C°で保存する。後日、改めて重合・脱重合サイクルの精製を行っ
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溶出される。溶出したチューブリンには x1/10vol の bufferB と x1/100 vol
の GTP を直ちに加える。 
? 
濃縮。チューブリン濃度を測定する。薄い時には濃縮する(保存には 6mg/ml








x2 g lycerol PB    10ml 
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x4 BRB   10ml 










かし、x2 g lycerol PB を 1:1 で加えて重合させる(37 °C、30 分間)この間に、
60% glycerolを含む H-pH bufferをポリカーボン製の遠心管に半分満たし、
あらかじめ 37 C°に暖めておく。 
? 
微小管を沈殿させる。上記の 60% g lycerol BRB80のクッションの上に重合
したチューブリンをのせ、遠心する(70,000rpm、30 分間)。 
? 
 - 28 - 
pHを上げる。クッションの上にある sup をアスピレーターで取り去る。ク
ッションの境界面を H-pH bufferで丁寧に洗った後、クッションをアスピレ





染色する。1/10 volの 100mM NHS-fluorochrome(in dry DMSO)を vortexし
ながら素早く加え、37°C で 2 分おきに vortexをかけながら 10 分間待つ。 
? 
反応を停止する。100mM potassium glutamate と 40% glycerol を含む
x2BRB80溶液を 2 倍量加えてよく混ぜる。 
? 
フリーの色素の除去。先ほどと同様の操作で微小管を沈殿させる。BRB80 








Tubulin assembly buffer (80mM PIPES、1mM MgCl2、1mM EGTA、pH6.9) 
+ 
[final] 1mM GTP 
+ 





















予約 東京芝浦臓器 電話 03-3471-3371(牛脳 2 個) 
 
溶液の確認 
Leupeptin                                       10mg/ml 4.0ml 
Trypsin inhibitor                                  10mg/ml 1.8ml 
Aprotinin                                        10mg/ml 0.4ml 
Pepstatin                              2mg/ml(MetOH) 1.0ml 
TAME                                     10mg/ml(DMSO) 0.4ml 
TPCK                                     15mg/ml(MetOH) 1.0ml 
PMSF                                     200mM(MetOH) 1.8ml 
 
Taxol                         10mM(5mgに DMSOを 0.6ml) 0.3ml 
AMP-PNP                    0.1M(25mgに 0.1M HEPES、pH7.4を 0.5ml) 0.2ml 
GTP                                                 0.1M 2.5ml 
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溶液作成 
 HB buffer 1.5L 
    100mM MES(pH6.7  KOH)                1M 150ml 
    2mM   MgCl2                          1M 3.0ml 
    2mM   EGTA                                         0.1M 30ml 
    0.1mM EDTA                                        0.2M 0.75ml 
 
  KB buffer 200ml 
    100mM PIPES(pH6.8  KOH)                            0.5M 40ml 
    2mM   MgCl2                                         1M 0.4ml 
    2mM   EGTA                                          0.1M 4ml 
    2mM   EDTA                                        0.2M 0.1ml 
 
10GlyKB-ATP 50ml + Inhibitors 
  Glycerol                                       5ml 
  KB buffer                                      39ml 
  12.5mM MgCl2                                      1M 0.625ml 
  10mM  ATP                                          0.1M 5ml 
  20µM  Taxol                                      10mM 100ml 
  4mM DTT                                              1M 0.2ml 
 
30Gly-KB 100ml + Inhibito rs 
  Glycerol                                                   33ml 
  100mM PIPES(pH6.8  KOH)                            0.5M 20ml 
  2mM MgCl2                                                                 1M 0.2ml 
    2mM EGTA                                            0.1M 2ml 
  0.1mM EDTA                                          0.2M 50ml 
  0.1M  NaCl                                            1M 10ml 
  20µM Taxol                                         10mM 200ml 
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  4mM DTT                                              1M 0.4ml 
 
50Gly-KB 100ml + Inhibitors 
  Glycerol                                                   50ml 
  100mM PIPES(pH6.8  KOH)                            0.5M 20ml 
  2mM MgCl2                                                                 1M 0.2ml 
    2mM EGTA                                            0.1M 2ml 
  0.1mM EDTA                                          0.2M 50ml 
  4mM DTT                                              1M 0.4ml 
 
カラム類 
 x2 Stock Solution 200ml 
    40mM HEPES(pH7.5)                                0.6M 13.3ml 
    4mM MgCl2                                                                 1M 0.8ml 
    4mM EGTA                                            0.1M 8ml 
   0.2mM EDTA                                         0.2M 0.2ml 
 
Column Buffer 


























DEAE column (Merck Fractgel EMD DEAE-650(M)) 
(a) DEAE columnをよく攪拌したあと、1mlを 10mlプラスチック試験
管にとる 
(b) DDWをいっぱいまで入れ、沈殿後上澄みを捨てる? x2 回 
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(c) 1M NaCl で sonic 3 分間                               x2 
(d) DDW                                               x2 
(e) 0.5M HEPES pH7.5                                 x2 




Sucrose gradient solution f.100ml x2 
  Sucrose                                                 5g & 20g 
  80mM PIPES(pH6.8  KOH)                                0.5M 16ml 
  2mM MgCl2                                                                    1M 0.2ml 
  2mM EGTA                                              0.1M 2ml 
  0.1mM EDTA                                            0.2M 50ml 
  (直前に)1M DTT 0.1ml 
10mg/ml Leupeptin 0.1ml 
10mg/ml TAME 0.1ml 
 
牛脳２個を東京芝浦臓器に取りに行く。HB Buffer 室温・protease inhibitors
を解凍しておく。遠心機を準備・1M DTTも準備しておく。 
? 
HB Buffer 1.5lに対して、1M DTT 6ml (final 4mM)、Inhibitors (別表)を加え
る。 
? 
脳をさっと水で洗い、次に HB Buffer で洗って、皮剥ぎ後細かく切る。脳
600g＋HB Buffer 450ml ?  ホモジナイズ(25秒 x2) 
? 
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sup + 1/2 vol glycerol (sup 300ml + glycerol 150ml) ? final 450ml 
+ 0.1M GTP   2.5ml (final 0.5mM) 
+ 1 M MgCl2    1ml (final 2mM) 
? 33°C 30 分間インキュベートする(ときどき攪拌) 
洗面器にお湯を張って、遠心ローターを暖めておく。 
? 
Apyrase 100U/ml     2.5ml (1/200 v/v) 
0.1M AMP-PNP      200µl (1/2500 v/v) 
? 33°C 20 分間 インキュベートする。 
遠心ローターを遠心機に移し、真空を引いておく。 
? 
キネシンの結合している微小管を沈殿させるため、75ml x6 (40K 25°C 50
分間)で遠心する。500mlのビーカー(sup 廃棄用)、2mlの駒込ピペット、短
いパスツールピペット、50Gly-KB のベッド(35ml) x2 本の用意。 
? 









A に Leupeptin (10mg/ml)  120µl(60mlに対して) 
C                   80µl(40mlに対して) 
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カラムを、フラクションコレクターの UV モニター部の高さに固定する。 









ppt を KB で 2 回洗った後、10Gly-KB-ATP を(各 5ml/チューブ)で懸濁(液は
ほんのり白っぽい)? 室温放置 20 分間(ATP が含まれているため、キネシン
が微小管から解離する)。 
? 
遠心(微小管を落とすため) 75ml x2 (35K 20°C, 65 分間)の後、Bradford 法で
タンパク定量。 
DDW       795ml 
Sample    5ml 
BIORAD 溶液  200ml 
混ぜた後 10 分後に ABS595を測る(baseは DDW 800ml + BIORAD 200mlで
差引く) 
? 値 x 3.55=タンパク濃度(mg/ml) (通常は Abs595～0.2 ?  約 0.7mg/ml) 
 
DEAE カラムを A-Buffer(+LP) 1mlで洗う。 
? 
先程の 10Gly-KB-ATP 溶液で遠心した sup を約 13drop/minの速さで 30 分
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ルを採り始める。 
(15drop(=約 600ml)/サンプルチューブ)。レンジ 0.5、記録 10mV、速度 12cm/h 
? 
C-Bufferでゆっくり(5～6drops/min)elute する。使い終わった後、チューブ
をまず 1M KCl(7.26g/100ml)で洗った後、DDWで洗う。 
? 
タンパク定量(上記と同じ)ピーク 2～3 本を混ぜ合わせる。 
ピーク濃度は ABS595=0.13? 約 450µl 
? 




sucrose bedの上にサンプルをのせ、Swing Rotor(SW)で遠心(28K 4°C 19.5
時間)。 
? 




意(15drop/サンプルチューブ) レンジ 0.5、記録 10mV、速度 12cm/h 
? 
電気泳動(結果を図 2-1に示す)、タンパク定量(ピーク濃度はABS595～0.27?
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は、以前に西坂らによって報告されたものである(Nishizaka et al ., 1995)。
倒立顕微鏡に光ピンセットシステムや、位相差像と微小管の蛍光像を同時に
観察できる dual-view蛍光顕微鏡システム(Miyata et al., 1994; Kinoshita et 
al., 1991)を備えている位相差像によるポリスチレンビーズの輝度重心をフ
レームメモリーコンピューター (DIPS-C2000; Hamamatsu Photonics, 
Hamamatsu, Japan)で計算し、ビーズの重心を 5nm の精度で求めた。光ピ













[カゼイン溶液] 20ml(100mM NaCl, 10mM Tris, pH ~10, 室温)＋0.2g 粗
caseinをスターラーで 5 分間混ぜたもの(pH~7.8 になる)を 4°C, 18K で 10
分間遠心し、氷の中で保存する(1 週間は使用できる)。 
 
4mlアッセイバッファー(2mM MgCl2, 80mM PIPES, 1mM EGTA, pH6.8) + 
1mlカゼイン溶液(~5mg/ml)……① 
↓ 
920ml① + 80ml 2%ビーズ(1 時間放置)……② 
↓ 
1000ml① + 1ml キネシン(100(g/ml) (キネシン濃度は 0.1mg/ml)……③ 
↓ 
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100ml① + 2ml③ + 100ml②……④ 
すばやく混ぜ、20 分間放置(3時間保存できる) 
 
[微小管]100(lアッセイバッファー + 1mM taxol + 0.2(l微小管(2-1-4参照)
を 10mlフローチャンバーに流し、2分間放置。 
 
100ml① + 0.5ml taxol……⑤ 
↓ 
⑤を 10mlづつ 3 回フローチャンバーに流し、2 分間放置。 
? 
85.5ml① + 10mM dithiothreitol, 4.5mg/ml glucose, 0.22mg/ml glucose 
oxidase, 0.036mg/ml catalase, 10mM taxolをそれぞれ 0.5ml + 10ml 
ATP(5mM) + 2 ml④ 
 


























を ATP で洗ったときに得られたものであり、Ⅲは gel-filtration をかけた後
のもの、Ⅳはイオン交換カラムをかけたものである。最後にⅤはショ糖密度
勾配で得られたものである。HMWは high-molecular-weight MAPs、Tはそ
れぞれチューブリンの a,ß サブユニット、H,L はそれぞれキネシンの重鎖、
軽鎖を示している。残りの左側に示している数字は分子量(kDa)である。 




Temperature dependence of force, velocity, and processivity of 
single kinesin molecules 
 
3-1) 序文  
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ギー源として ATP の加水分解を必要とする(Howard et al ., 1989)。キネシン
の重要な性質はプロセッシブ性のモータータンパク質であることである:1
分子のキネシンで微小管表面に沿って連続的に長距離にわたって移動する
ことができる(1mm、1 秒程度)。キネシンは微小管を 8nm のステップで移動
していき、室温においては最大 5～8pNの力を発生する(Howard et al ., 1996; 




いる(Böhm et al ., 2000; Mazumdar and Cross, 1998)。しかし、この性質は













温度を 15°C から 35°C に変化させても不変であった。この結果は、キネシ
ンの力発生機構は、温度に関係なく一定の効率を出せるようにプログラムさ
れていることを示唆している。この結果に関しては、第 43 回米国生物物理
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3-3-1) タンパク質 
 
キネシンは小嶋らの方法を用いて牛脳から精製した(Kojima et al ., 1997)。
チューブリンは Hyman (Hyman, 1991)の方法に従って豚脳から精製し、ロ
ー ダ ミ ン (tetramethylrhodamine succinimidyl ester, C-1171 Molecular 





ックスビーズを用いた(直径 1mm、calboxylate-modified latex; yellow-green, 
F-8823; Molecular Probes)(Kojima et al ., 1997)。微小管と相互作用できるキ
ネシンつきビーズの活性は、Svoboda らによる統計的手法を用いた
(Svoboda and Block, 1994)。全ての実験には、キネシンとビーズの混合比






ファー(2 mM MgCl2, 80 mM PIPES (piperazine-1,4–bis(2-ethanesulfonic 
acid), pH 6.8), 1 mM EGTA, 0.7 mg/ml filtered casein (073-19, Nacalai 
Tesque, Kyoto)で洗い、吸着していない微小管を取り除き、カゼインでガラ
ス面をコートするために 2 分間待つ。最後に、キネシンつきビーズと酸素
除去系(Harada et al., 1990)を含んだアッセイ溶液でチャンバーを満たし、
[約 0.1pM kinesin-coated beads, 2 mM MgCl2, 80 mM PIPES (pH 6.8), 1 
mM EGTA, 0.7 mg/ml filtered casein, 1 mM ATP (127531, Boehringer 
Mannheim, Mannheim, Germany), 10 µM taxol (T-1912, Sigma, St. Louis, 
MO), 10 mM dithiothreitol (DTT), 4.5 mg/ml glucose, 0.22 mg/ml glucose 
oxidase (G-2133, Sigma), 0.036 mg/ml catalase (C -10, Sigma)]マニキュア



















る局所的な温度の増加は見られなかった(Kato et al ., 1999; Kawaguchi and 
Ishiwata, 2000)。ビーズアッセイは、それぞれの温度にフローセルを入れて
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た。 
 
















わせて平均化)。各発生力における速度は、平均化した曲線の、1-2, 2 -3, 3 -4, 




い(Kojima et al., 1997)。しかし、キネシン・微小管複合体の硬さは、我々













と見積られ、キネシンに微小管を加えた時の ATPase 活性(microtubule 
activated ATPase)の温度依存と一致した。このようにして得られた(アレニ
ウス)活性化エネルギーはアクトミオシンの in vitro で実験において得られ
た 値 と 同 様 の も の で あ っ た (Anson, 1992; Homsher et al ., 1992; 
Winkelmann et al., 1995)。しかし、40℃以上では、 thermal insulation 
chamber内にセルの温度を平衡状態にするのに必要な時間(1分間)のうちに、
タンパク質の失活が起こるために滑り運動は観察できなかった。 
 最近、Böhm 等は(Böhm et al.,2000)、微小管の滑り速度のアレニウスプ
ロットは 27°C で折れ曲がり、<27°C においては 65kJ/mol、>27°C では
9kJ/molと報告した。彼等はこの折れ曲がりはキネシンか微小管、もしくは
その両方の構造変化(De Cuevas et al ., 1992)のためであると結論づけてい
る。一方、我々の結果には 27°C 付近に折れ曲がりは見られなかった（図
3-1a）。その上、温度パルス顕微鏡法を用いて 35°C から 50°C までの温度依
存性を測定した予備実験においても(Kawaguchi and Ishiwata, 2000; 第 4章
参照)、27°C 付近に折れ曲がりは見られず、活性化エネルギーも 50kJ/mol
と一定であった。Böhm らの実験を含む以前に行われた実験(Böhm et al ., 
2000; Mazundar and Cross, 1998)は 1 分子測定ではなくて多分子であるた
めに、いくつかのキネシン分子が熱のためにダメージを受け、それが負荷と
なって微小管のスムーズな運動を妨げているのではないかと考えられる。実










他の文献にあるような指数関数的な曲線(Block et al., 1990; Vale et al ., 
1996)にはならなかったが、温度を 15°C から 35°C まで増加すると run 












た。図 3-2a と b はそれぞれ 20°C と 35°C において、ビーズが捕捉中心から
移動する様子を示したデータである。図 3-2c は 20°C と 35°C におけるビー






と b 参照)、15、20、25、30、35°C において、それぞれ 1.03±0.25(平均±
標準偏差)、0.82±0.18、0.73±0.12、0.69±0.21、0.58±0.18s であった。この
ように、結合状態の lifetimeは外部から負荷をかけることによって短くなる。 
 図 3-3 にまとめたように、プラトーレベルにおける定常的な発生力は
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の時間経過において、1-2, 2-3, 3-4, 4-5, 5-6, 6-7, 7-7.5 pNにおける平均の
傾きから求めた。図 3-４の縦座標と横座標上の値はそれぞれ図 3-１a と図
3-3 から求めた。図 3-４に見られるように、力? 速度曲線は全ての温度にお
いてほぼ直線となった。このような力と速度の直線関係は室温においてすで
に報告されている(Kojima et al., 1997; Svoboda et al ., 1994; Mayhöfer et al ., 
1995)。 
モーターがする最大の仕事(= force ×working distanceはATP1分子の加水
分解に伴う自由エネルギーの減少の大きさによって制限されていて、その値
は～25 kT または～100×10-21J である。キネシンの場合ステップサイズは
8nm なので、力は 12 pN以下と予想される。我々のデータにより、１分子
のキネシンは、温度に関係なく 7pNの力を発生出来る(図 3-3)。したがって、
1 つの ATP 分子の加水分解によって 1 ステップ進むとすると、エネルギー
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どんな温度においても一定の効率で機能できるようにプログラムされてい
るのかもしれない。 
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度(平均±標準偏差)は、それぞれ 0.35 ± 0.04 (15°C)、0.50 ± 0.05 (20°C)、0.71 
± 0.07 (25°C)、0.99 ± 0.07 (30°C)、1.36 ± 0.04 (35°C) µm/sであった。溶
液条件:アッセイバッファー(2 mM MgCl2、80 mM PIPES (pH 6.8)、1 mM 
EGTA、0.7 mg/ml filtered casein、10 mM DTT、1 mM ATP、酸素除去系) 
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図  3-2 ビーズに結合したキネシン１分子の力発生の時間経過 
 
 (aと b)20°Cと 35°Cにおける光ピンセットの捕捉中心からビーズが動いて
いく様子の生データ。(c)20°C と 35°C のデータの平均(n=7)。プラトーの部
分が 0.1s 以下のデータも含む。ビーズの変位から求められた力は、右の縦
軸に示されている。溶液条件は図 3-1 と同じ。 














図  3-3 ビーズに結合したキネシン 1分子の最大発生力の温度依
存性 
 
最大発生力(平均±標準偏差)は、15, 20, 25, 30, 35 °Cで、それぞれ 7.38 ± 0.45 
(n = 12)、7.21 ± 0.57 (n = 16)、7.50 ± 0.47 (n = 25)、7.16 ± 0.83 (n = 10)、
7.43 ± 0.83 (n = 7) pN。溶液条件は図 3-1 と同じ。 














pN とした。無負荷時(力=0)での速度は図 3-1 の値を、最大発生力(速度=0)は
図 3-3 の値を用いた。溶液条件は図 3-1 と同じ。 
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【第 4章】 
温度パルス顕微鏡法によるキネシン 1分子の熱励起  
Thermal activation of single kinesin molecules with temperature 
pulse microscopy 
 
4-1) 序文  
 
 キネシンは ATP 加水分解のエネルギーを用いて、微小管に沿って‘歩いて’
進んでいくプロセッシブ性のモータータンパク質である。第 3 章でまとめ
たように、著者らはビーズアッセイを用いて 15°C から 35°C の間でのキネ
シン 1 分子の移動速度、発生力、プロセッシブ性を研究した(Kawaguchi and 
Ishiwata, 2000)。しかし、熱によるダメージの為に、35°C 以上での温度の
効果は測定することが出来なかった。そこで、温度パルス顕微鏡
(Temperature Pulse Microscopy; TPM)(Kato et al ., 1999)を用い、微小管と
相互作用しているキネシンの滑り速度を、35°C から 50°C まで(瞬間的には
～60°C)という高温で測定した。そこで得られた最大の速度は 3.68mm/sで、
今まで報告された従来型キネシンの速度としては最速であった。アレニウス







るモータータンパク質である(Vale et al .,1985; Howard, 1996; Hirokawa, 
1998; Vale,1999)。ミオシン(ミオシン V を除く)、ダイニンとの大きな違い
は、キネシンは 1 分子で微小管上を移動していくことができるという点に
ある(Howard et al ., 1989; Block et al., 1990; Vale et al., 1996)。キネシンの
運動性については様々な面からの研究が進んでいるが、ここでは前章と同様
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温度の効果を調べた。前章では、ビーズアッセイを用いて 15°C から 35°C
の間でのキネシン 1 分子の移動速度や発生力、それにプロセッシブ性につ



















 キネシンは小嶋らの方法を用い(Kojima et al ., 1997)、牛脳から精製した。
チューブリンは Hymanらの手法に従って(Hyman et al ., 1991)豚脳から精製
し、テトラメチルローダミン (tetramethylrhodamine succinimidyl ester; 
C-1171, Molecular Probes, Eugene,OR)でラベルした(色素とヘテロダイマ
ーのラベル率はほぼ 100%)。微小管は 20µM のローダミンラベルしたチュ
ーブリンを、80mM PIPES(pH 6.8)、1mM EGTA、5mM MgCl2、1mM GTP、
36% glycerolの溶液で 37°C で 30 分間放置することによって重合させた。
その後、10mMの taxol(T-1912, Sigma, St. Louis, MO)を加えることによって
微小管の構造を安定化させた。 
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4-3-2) 微小管滑り運動系と TPMのためのフローチャンバー 
 
 TPMの熱源にするために、アルミニウムをカバーガラスに蒸着した(Kato 











させるために 1 分間放置する。その後、アッセイバッファー(2mM MgCl2、
80mM PIPES(pH6.8)、1mM EGTA、0.7mg/ml filtered casein (073-19、Nacalai 




1mM ATP(127531, Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)と酸素除去
系 (4.5mg/ml グルコース、0.22mg/ml グルコースオキシダーゼ (G-2133, 




4-3-3) 温度パルス顕微鏡法 (TPM) 
 
 局所的な熱励起はカバースリップ上に蒸着したアルミニウムの薄層(直径
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10mm)を赤外レーザービーム(1W Nd: YLF laser, 1053-1000p:(=1.053 µm; 
Amoco Laser, IL)で照射することによって行った。微小管の温度は、テトラ
メチルローダミンでラベルされた微小管の蛍光の熱消光の程度で見積もっ
た。蛍光像は 30 フレーム/sビデオで、image intensifierに接続した CCD カ
メラで撮影した。加藤らの方法に従って(Kato et al ., 1999)、T°Cにおける微
小管蛍光像の各ピクセルごとの蛍光強度を、基準温度である 20°C との値で
割ることによって、強度の割合 rを求めた(Kinosita et al ., 1991)。室温は
20±1°C に保った。温度と蛍光強度の関係式を求めたところ、r = 1-a(T-T0)
となった。ここで aと T0 はそれぞれ 0.017 °C  -1 と 20 °Cである(図 4-１)。 
 





運動系に TPM 法を応用した。我々はキネシン濃度を２種類 (70mg/ml と
50ng/ml、後者の濃度ではキネシン 1 分子によるピボッティングがみられ








れ約 3mmの半円周をもっていた(図 4-2b)。 
 次に、繰り返し温度パルスを与え、微小管滑り運動の可逆的な加速、減速
の様子を観察した短い微小管を用いて短い温度パルス(2 秒ずつ、数回)を与
えた時の効果を調べた(キネシン濃度は 70mg/ml)。図 4-3a に示したように、
滑り速度は温度変化の後 1/30秒以内に変化し、可逆的な 2 つの定常状態に
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達した:平均速度は 20, 50, 22, 50, 18 ,53°C でそれぞれ 0.48, 3.65, 0.44, 












移動し、対応する速度は 3.68mm/s になった(図 4-4)。この 2 秒間の熱励起
中の平均温度は約 50°Cと見積もられた。ここで得られた滑り速度(3.68mm/s, 
50°C)は、通常の in vitro motility assayで得られる 1 分子の脳キネシンでは
最も早い速度である。微小管の長さに限りがあることと(<10mm)、1 回目の
温度パルスで失活してしまうキネシンがあるために、同一キネシン分子には
2 回しか温度パルスを当てることはできなかったが、1 回目と 2回目の速度
には変化は見られなかった(データ示さず)。また、Howard 等に指摘された
ように(Howard et al., 1989)、50°C の高温においても速度はキネシンの濃度
に依存しないことがわかった(図 4-3 の 3.65mm/sと図 4-4 の 3.68mm/s を比
較)。 
 図 4-5 は、15～50°C での１分子のキネシンによる微小管滑り速度と、多
分子アッセイによる 40°C～50°C 間の滑り速度の温度依存性をまとめたも
のである。15～35°C での黒丸で示されたデータは、第 3 章でまとめた 1 分
子アッセイによる結果を引用した(Kawaguchi and Ishiwata, 2000b)。興味深
いことに、結果は図 5a に示すように 1 つの指数関数カーブで表された。15
～50°C の間に不連続な部分はなく約 50kJ/mol の一定の活性化エネルギー
を示した(図 4-5b)。 
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ることが知られていた(Mazunder and Cross, 1998; Böhm et al., 2000)。し
かし、最近までこの性質は 1 分子レベルでは調べられていなかった。第 3
章では 15～35°C間において光ピンセットを用いた 1分子ビーズアッセイに



















2.0 ± 0.1 (n = 7) mm/s (50 °C でキネシン濃度は 70mg/ml)となった(データ示
さず)。この速度は、同じ条件における TPM法を用いた場合に得られる速度
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の約半分であった(図 4-3)。 この場合、微小管の滑り運動は遅いながら 50℃











50kJ/molであった。最近、Böhm らは(Böhm et al .,2000)、微小管の滑り速
度のアレニウスプロットは 27℃で折れ曲がり、<27°Cにおいては 65kJ/mol、
>27°C では 9kJ/molと報告した。彼等はこの折れ曲がりはキネシンか微小管、
もしくはその両方の構造変化のためであると結論づけている(De Cuevas et 
al., 1992)。一方、ここで得られた結果には 27℃付近に折れ曲がりは見られ
なかった（図 4-5）。Böhm らの実験 (Böhm et al., 2000)は 1 分子測定では
なくて多分子であるために、ある割合のキネシン分子が熱のためにダメージ
を受け、その割合が負荷となって微小管のスムーズな運動を妨げているので
はないか第 3 章で示唆したが(Kawaguchi  and Ishiwata, 2000b)、本章での結
果はその示唆がより広い温度範囲で適用できることが分かった。 
 アクトミオシン系では、加藤ら(Kato et al ., 1999)が 2 種類の活性化エネ
ルギーの存在を報告している。つまり、多分子アッセイにおいて 18°C～
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4-5-2) プロセッシブ性に対する温度効果 
 
 第 3 章で述べたように (Kawaguchi and Ishiwata, 2000b)、平均の run 
lengthは温度が 15°C から 35°Cへと増加するのに伴って一様に増加した。
Run lengthの分布を指数関数で近似(Block et al., 1990; Vale et al., 1996)で
きるほどには充分な量のデータがないが、50°C 付近における平均の run 




(Kawaguchi and Ishiwata, 2000)。Block等(Block et al ., 1990)が指摘したよ




 run length は微小管に沿ったキネシンの連続したステップの数に比例し
ていると考えられる。温度が上昇すると、ATP 加水分解における rate limiting 
step(s)が加速され、ATP 加水分解と共役している滑り速度(stepping rate)
もまた加速される。では、20°C と 50°Cとで滑り速度は 7 倍も違うのに run 








4-6) 結論  
 
 温度パルス顕微鏡法(TPM)を用いて、15°C～50°C における 1分子または













図  4-1 蛍光強度と温度の関係 
 
加藤らの方法に従って(Kato et al., 1999)、各温度での蛍光微小管像の各ピ
クセルごとの蛍光強度、基準温度である 20°C の強度で割ることによって、
蛍光強度の比 rを求めた(Kinosita et al ., 1991)。rの温度依存性は顕微鏡全体
を覆う保温箱(insulation chamber)を用いて温度をコントロールすることに
よって求めた。それぞれの温度を安定させる為に 45 分かけた。室温は
20±1°C に保った。温度と蛍光強度の関係式は r = 1-a(T-T0)となった。ここ
で、a と T0 はそれぞれ 0.017 °C -1 と 20 °C である。 





図  4-2 TPM によって形成された温度勾配下での微小管の動き
のイメージ 
 

















 (a)各 1/30秒ごとの微小管(長さ 1µm)の蛍光強度の輝度中心の位置。(b)温度
は微小管の蛍光強度の平均値 (1/30 秒)から見積もった。カバーガラスの
温度は 20±1°C に保った。多分子アッセイをする為にあらかじめ 70mg/ml
のキネシンをフローチャンバーに流し込んだ。 














20±1°C に保った。１分子アッセイをするためにあらかじめ 50ng/ml のキネ
シンをフローチャンバーに流し込んだ。 
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図  4-5 キネシン分子の滑り速度の温度依存性 
 
 (a)滑り速度と温度の関係。15°C～35°C (黒丸)のデータは 1 分子のキネシ
ンをコートしたビーズを用いた実験の結果を用いた (Kawaguchi and 
Ishiwata, 2000b; 第 3 章)。22.5°C と 27.5°C の半分白黒のデータは保温箱
を用いて得られた結果で、ピボッティングをしている微小管の速度を用いた




るごとに速度が減少していくからである(図 4-3)。エラーバーは 4～6 個のデ
ータの標準偏差(SD)を表わしている。(b)図(a)のアレニウスプロット。エラ
ーバーは省略した。 
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【第 5章】 
キネシンのヌクレオチド依存単頭双頭結合 
Nucleotide-dependent single- to double-headed binding of 
kinesin 
 

















1999; Hirokawa, 1998)。キネシンは微小管から解離するまでに 100 回以上
の 8 nm ステップ(a、ßサブユニットで構成されているチューブリンヘテロ
ダイマーのサイズ)をし(Block et al ., 1990; Svoboda et al ., 1993; Howard, 
1996)、その run lengthは 1mmにも及ぶ(Block et al ., 1990; Kawaguchi and 
Ishiwata, 2000)。それぞれのステップは ATP 加水分解の 1 サイクルに対応
していることが分かっている(Hua et al ., 1997; Schinitzer and Block, 1997)。
またさまざまな構造解析や生物物理学的手法によって、キネシンのステップ
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は ATP を結合したキネシン頭部の構造変化によって引き起こされることが
最近分かってきた(Rice et al ., 1999)。Hand-over-hand モデルはキネシンの
プロセッシブ性を説明するために提案されたモデルである(図 5-1)(Howard, 
1996; Rice et al ., 1999; Vale and Milligan, 2000; Mandelkow and Johnson, 
1998; Hackney, 1994; Hirose et al., 1999; Arnal and Wade, 1998; 






報告と(Hirose et al ., 1999; Arnal and Wade, 1998)、双頭結合が優位である
という報告(Thormählen et al., 1998; Hoenger et al ., 2000)の両方がある。ま
た溶液系におけるキネシン頭部とチューブリンヘテロダイマーの結合のモ
ル比は、ヌクレオチドなし (Lockhart et al ., 1995; Ma and Taylor, 1997; 
Gilbert et al ., 1998)と AMP-PNP 存在下(Lockhart et al ., 1995)の溶液の両方
で 2:1 となり、単頭結合を示唆した。しかし、これらは微小管よりも過剰な
キネシン分子存在下での実験であるため、キネシンや微小管の構造に何らか
の影響を与えている可能性がある(Thormählen et al., 1998)。X線結晶解析
によると、微小管に結合していないキネシン頭部間の距離は約 5nm であり
(Kozielski et al ., 1997)、チューブリンヘテロダイマーの間隔よりも短い。溶
液中におけるキネシンと微小管との解離 kineticsの結果では、ヌクレオチド
なしだけでなく AMP-PNP +ADP の溶液中でも単頭結合が示唆されている





キネシンとチューブリンはそれぞれ牛脳 (Kojima et al., 1997)、豚脳
(Hyman, 1991)から精製した。テトラメチルローダミンで蛍光標識した極性
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微小管は Hymanの方法に従って準備した(Hyman, 1991)が、チューブリン
の N-ethylmaleimide(NEM)処理はしなかった(図 5-2A)。キネシンビーズとフ
ローセルの手順は以前に報告した(Kawaguchi and Ishiwata, 2000b; Kojima 
et al., 1997)。溶液条件は～0.1pM kinesin-coated beads、2mM MgCl2、80mM 
Pipes (pH6.8)、1mM EGTA、0.7mg/ml filtered casein、10uM taxol、10mM DTT、
酸素除去系であり、ヌクレオチドに関してはこの溶液に、ヌクレオチドなし
状態では 1U/ml apyrase、AMP-PNP + ADP 状態では 0.5 mM AMP-PNP + 
1.0mM ADP(Vugmeyster et al., 1998)、AMP-PNP 存在下では 1mM 
AMP-PNP をそれぞれ加えた (Kawaguchi and Ishiwata, 2000b)。実験は全
て 25 ± 1°C で行った。 
光ピンセットを装備した顕微鏡システムについては第 2 章で説明した









シンの全長、60nm)の大きさと幾何を考慮に入れて(Svoboda et al ., 1994)、
外部から負荷が与えられて破断現象がおきるまでに必要とされる最大の変
位を～600nm と見積もった。実際、破断が起きるまでの平均の変位は 300 ± 
140nm (n=122)であった。また、実際のキネシンの伸びは 8.3 ± 1nm (図 5-2E)
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 各ヌクレオチド状態における結合様式の直接的な証拠を得るために、微小
管に結合している 1 分子のキネシンの力学特性を 3 種類の異なる溶液中で
調べた:ヌクレオチドなし、0.5mM AMP -PNP+1mM ADP、1mM AMP -PNP
である。最初の状態は図 5-1 における<O,O>、<O,D>に対応している。
Apyrase を加えているが、キネシンが ADP 存在下で精製されていること、
キネシンからの ADP の解離が遅いこと(Ma and Taylor, 1997; Gilbert et al ., 
1998)から、いくらかのキネシン頭部にはまだ ADP が結合していると考え
られる。2 番目の状態は<T,D>を表わしている。この条件では、二つの頭部
のうち一つだけが AMP-PNP を結合していて、もう一方の頭部は ADP 状態
であることが強く示唆されている(Schnapp et al., 1990)。3 つめの状態は
AMP-PNP とキネシン分子の結合モル比が 1:1 であることから、<T,O>状態
であると考えられる(Schnapp et al ., 1990)。 
  1 分子のキネシン・微小管ビーズ複合体(図 5-2a)(Svoboda et al.,1994; 
Kojima et al., 1997) に光ピンセットを用いて外部から負荷をかけ、微小管
のプラス端(マイナス端)方向それぞれに引っ張った(Nishizaka et al., 1995)。
我々は同一のビーズ(おそらく同一のキネシン)を用いて同じ微小管上を繰
り返し破断力を測定した(図 5-2B-D)。プラス端に引っ張った時は、ヌクレ
オチドなしでの破断力は平均約 7pN となり(図 5-2D)、一方 AMP-PNP 存在









  破断力の小さい(～7pN; S-)成分と大きい(～14pN; L-)成分は弾性率も同
じ様に異なっていた(図 5-3)。つまり、L-成分の破断力と弾性率は S-成分の
2 倍であった。このことから、L-成分はキネシンの双頭結合、S-成分は単頭





頭部はおそらく AMP-PNP(ATP) (Rice et al ., 1999)を結合し、解離している
頭部は ADPを結合していると推測される(Rice et al ., 1999; Vugmeyster et 
al., 1998)。なぜなら、ADPが結合している頭部の微小管への結合は弱いと
いう証拠があるからである(Lockhart et al., 1995; Uemura et al., 2002)。そ
れに対し、<T,O>状態では(図 1C)双頭結合であるといえる。これにより、我々
は同一のビーズ移動速度で破断力と弾性率に 2 つの様式が存在することか
ら(図 5-2D, 3C, 3F)、単頭、双頭結合の両方が存在すると結論した。さらに、
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測定した。逆の時は逆。Bar 5µm。(B と C)光ピンセットの捕捉中心(細線)
とビーズ(丸)の輝度重心の時間変位。キネシンをコートしたビーズを、ヌク
レオチドなし(B)と、AMP-PNP 存在下(C)で微小管に結合させた。その後、
プラス端方向に一定速度 120nm/s (負荷上昇率は 10.4pN/s)で捕捉中心を動
かした。破断力は、約 4.4s 後(B)と 3.8s後(C)に急激な変位のあるところを
破断とみなし、それぞれ 8.4pNと 15.1pNと見積もった。(D)同一キネシン
で繰り返し破断力を測定した時の破断力の推移。4 つのデータを示している。
矢印は (B)と (C)のデータの値を用いたことを示している。 (D)での黒丸は
AMP-PNP 存在下、白丸はヌクレオチドなしをそれぞれ表わしている。
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(B と E)AMP -PNP +ADP(n=33)、(C と F) AMP-PNP(n=43)。各状態での破断
力 (pN)±SD は、それぞれ 6.7±1.8(A)、 7.2±2.0(B)、 6.6±1.7 (n=14)と
12.8±1.6(n=29)(C)。弾性率 (pN/nm) ±SD はそれぞれ 0.35±0.14(D)、
0.37±0.16(E)、0.39±0.17(n=14)と 0.67±0.21 (n=29)(F)。負荷上昇率(pN/s)
はそれぞれ 3.5(A と D)、6.0(B と E)、4.3(C と F)。(A)と(B)においては、一
つのガウス分布でヒストグラムを simulate できたが、(C)のデータは 2 つの
ガウス分布の和であることがわかった。つまり、S-成分と L-成分がそれぞ
れ小さい破断力のピーク、大きい破断力のピークに対応する。S-成分と L-
成分の境界は 2 つのガウス分布の交差部分とした(C で矢印で示している)。
(F)における境界は(C)にしたがって決定した。(D)から(F)にかけて、S-成分
と L-成分の平均値を星印で示している。 
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【第 6章】 
1 分子力学による  
キネシンの単頭・双頭結合間の平衡と転移  
Equilibrium and transition between single - and double-headed 
binding of kinesin as revealed by single -molecule mechanics 
 











(F)依存性がt(F) = t(0)exp(-Fd/kBT)(((0) は無負荷状態での結合寿命、d は 相互作
用の特性距離であり、ともに単頭結合か双頭結合かで値が異なる。kB はボルツマン
定数で T は絶対温度）で表されるモデルに基づいて説明することができた。そのモデ
ル解析から、単頭・双頭結合間の転移速度、k+(単? 双)と k-(双? 単)、はそれぞれ 2、
0.2/s(AMP-PNP 存在下)、70、0.7/s(ヌクレオチドなし)と見積もることができた。さ
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る、プロセッシブ性をもった分子モーターである。つまり、様々な細胞体の
中心から、その末梢領域に物質を運ぶ (Vale, 1999; Hirokawa, 1998)。キネ
シンが微小管に結合すると、それから解離するまでに連続的に 100 回以上
ステップし、それぞれのステップの間隔は 8nm である。これは微小管の構
成要素であるチューブリンヘテロダイマーの間隔と等しい。(Block et al ., 
1990; Svoboda et al ., 1993; Howard, 1996; Vale et al ., 1996)。また 8nm ス
テップは 1回のATP加水分解を伴う (Hua et al ., 1997; Schnitzer and Block, 
1997; Mandelkow and Johnson, 1998; Coy et al ., 1999)。In vitro motility 
assay によって求められたキネシン 1 分子の平均移動距離(run length)は約
１µmであり、この距離はイオン強度(Block et al., 1990; Vale et al., 1996)
や温度に依存して変化する (Kawaguc hi and Ishiwata, 2000 & 2001b)。キネ
シンの高いプロセッシブ性は、ATP を加水分解しながらキネシンの２つの
頭部が微小管に単頭結合、双頭結合を繰り返しながら進んでいくという
hand-over-hand モデルによって説明されている  (Hackney, 1994; Cross, 
1995; Rice et al., 1999; Vale and Milligan, 2000)。 
様々なヌクレオチド状態でのキネシンの微小管への結合状態を調べるた
め、我々は光ピンセット(Nishizaka et al ., 1995)を用いて破断力と弾性率を









第 5 章で述べたように(Kawaguchi and Ishiwata, 2001a)、キネシンはヌク
レオチドなし状態（nucleotide-free state：厳密に言えば、ヌクレオチドを
加えない状態）と、ADP と AMP-PNP 共存下では主に単頭結合で微小管に
結合し、AMP-PNP 存在下(AMP-PNP 状態)では双頭で結合していることを













相当するような大きい破断力は検出されなかったが (Kawaguchi and 
Ishiwata, 2001a)、これは使用した負荷上昇率がヌクレオチドなし状態での







前章と同様、キネシンとチューブリンはそれぞれ牛脳(Kojima et al ., 1997)
と豚脳(Hyman, 1991)から精製した。テトラメチルローダミン (Molecular 
Probes)で蛍光標識した極性微小管は Hyman (1991)の方法により調製した
が、チューブリンは N-ethylmaleimide(NEM)処理は行わなかった。これによ
り、微小管はマイナス端へもわずかに重合した。 (図 5-2A 参照:Kawaguchi 
and Ishiwata, 2001a). 
 
6-3-2) ビーズアッセイ   
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キネシンつきビーズは、使用した蛍光ビーズの種類 (半径 1.0µm, 
carboxylate-modified; Molecular Probes)以外は小嶋らの方法に従った
(Kojima et al ., 1997)。また、統計的手法により 1 つのビーズに結合してい
るキネシンの平均数は１となるようにキネシンの濃度を調節した(キネシン
とビーズのモル比は 1～2:1)(Svoboda and Block, 1994)。極性微小管を含ん





満たし、マニキュアでシールする。最終的な溶液条件は、約 0.1 pM 
kinesin-coated beads, 2 mM MgCl2, 80 mM PIPES-KOH, pH 6.8, 1 mM 
EGTA, 0.7 mg/ml filtered casein, 10 mM taxol, 10 mM dithiothreitol (DTT), 
4.5 mg/ml glucose, 0.22 mg/ml glucose oxidase, 0.036 mg/ml catalaseとし、
この溶液にヌクレオチドなし状態では 1 U/ml apyrase、AMP-PNP 存在下で
は 1mM AMP-PNP をそれぞれ加えた。ヌクレオチドなし状態でのキネシン
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ことのできる最大の負荷(約 20pN)でさえ破断が起きなかったものは約 5％
であった。残りのビーズは(約 60％)結合するかどうか 3 回試しても(図１の




光ピンセットを装備した顕微鏡システムは 2 章で述べたが (Nishizaka et 
al., 1995; Nishizaka et al ., 2000)、キネシン・微小管の相互作用の力学特性
の研究用に改良した(Kawaguchi and Ishiwata, 2000 & 2001a)。光ピンセッ




仮定したモデル解析を行うために、Mathematica for Windows を用いて結合
したキネシン分子の割合の時間依存性 N(t)を計算した。 
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(1’)) (これを 1 回目破断:initial unbinding と呼ぶ)。1 回目破断が起きた後に
捕捉中心を移動し続けると((3)から(1'))、再結合が起こり ((1') から (3)) 、
しばしば 2 回目以降の破断が起きた((3) から (1’))。（これを 2 回目以降破




図 6-2a や 6-3aで見られるように、ビーズの動きの最初の部分では、おそ
らくキネシンは微小管と結合しているが、ビーズが回転するためにビーズ・
キネシン・微小管のつながりがピンと張るまではビーズは捕捉中心からずれ
ない。キネシンやビーズのサイズ(ビーズの半径は 0.5 µm; kinesinの長さは, 
60 nm)と幾何学的配置を考慮して、1 回目破断において負荷が加わるまでの
ビーズの最大の変位は 600nmであると見積もることができる(Svoboda and 
Block, 1994)。 この実験において、平均の変位は約 300nm であった。上記
のことを考慮に入れて、1 回目の破断が 600nm 以上のビーズ変位で起こっ
たときは 2 回目以降の破断であるとみなした(AMP-PNP 存在下で測定した












たので(Kawaguchi and Ishiwata, 2001a)、これはキネシンが失活していたと





ら 9.5pNに増加すると、破断力分布は 1 つのピークを持ったまま、平均破
断力が 6.7 から 7.7pN(プラス端方向)、あるいは 9.5 から 11.1pN(マイナス
端方向)というように、それぞれ約 15%ほど増加した。さらに負荷上昇率を
約 17 から 60pN/s に増加すると、破断力分布は 2 つのピークを持つように






その結果を図 6-2b における実線で示した(詳細は考察を参照)。 
 








図 6-3b と 6-3c の左の列にはプラス端、マイナス端それぞれの方向に負荷












を示した(図 6-3b と 6-3c の一番右の列)。負荷上昇率が増加すると、L-成分
の割合は一旦増加し徐々に消滅していった。この特徴は図 6-3d(最速の負荷
上昇率)で顕著に見られ、1 回目破断は L-成分だけが残るのに対して、2 回
目以降破断は S-成分だけが残った。しかし、約 6pN/s より小さい負荷上昇
率では、これら 2 種類の方法で得られた破断力分布は区別がつかなくなっ
た。また興味深いことに、2 回目以降破断において(負荷の方向に関係なく)、
S-成分の平均の破断力は負荷上昇率を 2.4 から 9.8pN/s に増加させると 10
～40%増加し、さらに 9.8 から 18.2 pN/sに増加していくと 20 から 30%減
少した。 これらの特徴は 6-5)節の考察でモデルを導入して説明する。図









? 伸び関係の一例である。F-actin と HMM(Heavy Meromyosin)の場合と異
なり(Nishizaka et al ., 1995の図 2b)、約 40%のデータが図 6-4aに見られる
ような線形(直線)を示し、残り 60%のデータは測定点がばらついたが、全て
のデータは最小２乗法により直線で近似した。弾性率はこの直線の傾きから
見積もることができ、負荷速度に依らず 3.5、6.5 、9.5 pN/s でそれぞれ 0.35 
± 0.14 (n = 46)、 0.34 ± 0.18 (n = 62)、0.40 ± 0.18 (n = 31) pN/nm となっ
た(図 6-4b)。マイナス端方向に負荷を加えたときの弾性率は 3.5、6.5 、9.5 
pN/sでそれぞれ 0.38 ± 0.15 (n = 34)、0.41 ± 0.17 (n = 56) 、0.37 ±  0.19 (n 
= 36) pN/nm となった。このように、弾性率は負荷上昇率だけでなく負荷の
方向にも依存しなかった。 
ヌクレオチドなし状態とは対照的に、AMP-PNP 存在下における力? 伸び
関係は複雑な性質を示した。力? 伸び関係はその破断が 1 回目破断である
か２回目以降破断であるかによって異なる特徴を示した。すなわち、1 回目
破断では S-成分(データ示さず)や L-成分(図 6-5a 参照）に関係なく常に線形
で、S-成分における弾性率はヌクレオチドなし状態で得られた弾性率とほぼ
等しくなった(図 6-4a 参照)。つまり、S-成分と L-成分の弾性率は負荷上昇
率 1.8 pN/s のとき、プラス端方向に負荷を加えたときはそれぞれ 0.36 ± 
0.15 (n = 23)と 0.77 ± 0.29 (n = 30) pN/nm となり、マイナス端のときはそ
れぞれ 0.33 ± 0.18 (n = 19)と 0.81 ± 0.21 (n = 21) pN/nm となった。ヌクレ
オチドなし状態と同様に、弾性率は負荷上昇率と負荷の方向には依存しなか
った。 
一方で、2 回目以降破断における S-成分のデータの力? 伸び関係は全て
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線形であった(１つの相からなる。データ示さず)。この関係から求められた
弾性率は負荷上昇率が 5.6pN/s のとき、プラス端方向で 0.39 ± 0.17(n = 
14)pN/nm、マイナス端方向で 0.42 ± 0.11(n = 25) pN/nm となった。L-成分
においては、力? 伸び関係の 25％が途中で折れ曲がり(図 6-5b に例示した
ように 2 つの相からなる)、残りの 75%の半分が直線を示し、残り半分は“ま
ばら”でどちらかに区別しにくいものであったが、全てのデータを上述した
ように最小二乗法で直線に近似した。直線データと“まばら”データのそれ
ぞれの値は、負荷上昇率が 5.6 pN/sのときに、プラス端方向で 0.71 ± 0.15 
(n = 8) と 0.65 ± 0.12 (n = 11) pN/nm となり、マイナス端方向で 0.68 ± 0.15 
(n = 9) と 0.62 ± 0.18 (n = 25) pN/nm となった。 
2 相を示したデータに関しては、後のほうの傾き(図 6-5b における例で示
した 0.95pN/nm)は 1 回目破断における L-成分の傾き(図 6-5a に示した
0.92pN/nm)と同じになった(図 6-5b 参照)。2 相のうちの前の方の傾き(図
6-5a における例で示した 0.48pN/nm)は S-成分に等しかった(図 6-5b と
6-5c)。2 相になっているものの前半と後半の傾きから求めた弾性率の平均
値は、負荷上昇率が 5.6 pN/s のときプラス端方向でそれぞれ 0.33 ± 0.14 と
0.69 ± 0.10 (n = 10) pN/nm、マイナス端方向でそれぞれ 0.31 ± 0.12 と 0.64 
± 0.15 (n = 6) pN/nm となった。これらの場合も、弾性率は負荷上昇率と負
荷の方向の両方に依存しなかった(データ示さず)。 
最後に、２回目以降破断における力? 伸び関係が 2 相を示したものにつ
いて、最初の傾きから次の傾きへと転移がおきるまでの時間を決定した。デ
ータ数が少ないため(n=30)、分布の形を決定することはできなかったが、転
移までの時間は 0 から 1.6s の間で分布し、平均の時間は負荷上昇率や負荷
の方向によらず約 1s だった。正確には、プラス端方向で 1.11 ± 0.23 s (n = 
20) 、マイナス端方向で 1.18 ± 0.17 s (n = 10)であった。 
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破断力と弾性率の値が互いに 2倍異なる 2つのグループ (図 6-3bと c, 図
6-5b と c)と(図 6-2b と 6-4b)に分類できることから、キネシンには単頭結合





値と一致した(Uemura et al ., 2002)。 
上記のことは、AFM を用いて求められた２組のストレプトアビジン・ビ
オチン複合体の破断力が一組のものの 2 倍であったこととよく似ている
(Wong et al ., 1998)。我々が示した負荷上昇率の増加に伴って平均の破断力
が増加することも(図 6-2b と図 6-3b と c)、AFMを用いたストレプトアビジ
ン・ビオチン複合体における実験の結果と一致する。このように、この性質






図 6-3で見られるように、1回目破断で最速の 18pN/sでは(図 6-3bと 6-3c


















は、1 回目破断での単頭と双頭の結合の割合を 1:10 とし、2 回目以降破断
では 1:0 とした。 
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た(図 6-3d)。これは負荷上昇率が低いほど単頭結合での破断の確率が高くな
るということで理解できる。 
図 6-3d にまとめた結果は単頭、双頭結合間の転移の速度定数 k+ と k-の




矢印)を考慮して k+は 1 /s (= (7.0 pN/s)/(7 pN)  )と見積もることができる。こ
の解釈は、負荷が加わっている瞬間に弾性率が変化するという結果が得られ
たことによって直接的に確認された(図 6-5a)。転移がおこるまでの時間は約
1s と見積もられたので、これは上記の k+と一致する。 
破断力分布の負荷上昇率依存性は、主に k+で決定されるが、負荷を加え
る方向に依存しないことは非常に興味深い。この性質は ATP の存在下でプ
ラス端方向への負荷(Coppin et al ., 1997)や微小管に垂直に負荷をかける
(Gittes et al ., 1996)ことによって、キネシンの歩く速度が増加すること、つ




減少したが (図 6-3b と 3c の最も右下)、以下で述べたモデルではこの結果
を説明できなかった(特にピーク位置がモデル解析で得られたものと大きく
ずれている)。これはおそらく一つの頭部の中に弱結合と強結合をする 2 つ
の微小管結合部位が存在することを示唆している (Woehlke et al ., 1997; 
Hirose et al., 1995; Crevel et al., 1996; Uemura et al ., 2002)。つまり 2 回目
以降破断においては最初に単頭の弱結合が起こり、負荷上昇率が高いと弱結











った。特に 1)ヌクレオチドなし状態(図 6-2b)だけでなく、2)AMP-PNP 存在
下(図 6-3bと c)での 1回目破断と２回目以降破断における平均の破断力の負
荷上昇率依存性や、破断力の負荷方向について検討した。 
まず、図 6-6a に示したスキームに従ってキネシンの結合状態の数 N(t, F)
の時間(t)と外部負荷(F) の依存性を解析した。単頭キネシンを用いた場合は
(Uemura et al., 2002)、破断は一つのステップで起こると仮定し(図 6-6a に
おける(1)状態のみ)、N(t, F)は tだけの関数(F は F = atで表されるから:aは
定数)とした。このように、N(t)は N(t) = N(0)exp(-t/t(F))で表され、N(0)は時
刻が 0 のときの attached state の割合であり、t(F) は F に依存する結合の
寿命である。つまりここでもtはまた t だけの関数となる。ここで、アクト
ミオシン actin-myosin(HMM and S1)の rigor結合の結果に従って(Nishizaka 
et al., 2000)、t(F) = t(0)exp(-Fd/kBT) = t(0)exp(-ad/kBT)t = t(t)、ここでt(0)
は外部負荷がないときの結合寿命で 150s(Hancock and Howard, 1999; 
Uemura et al ., 2002)、d は特性距離、kBはボルツマン定数、T は絶対温度を
仮定した。このモデルは破断力が負荷上昇率の増加に伴って増加していく性
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質を再現するだけでなく、d の値をプラス端方向への負荷の場合に 4.0nm、
マイナス端負荷で 3.0nm(Uemura et al ., 2002を参照)であると仮定すること
によって、マイナス端方向へ負荷を加えたときの破断力がプラス端負荷より
も 45％大きいという事実もシミュレートすることができた。  
対照的に、従来型の双頭構造のキネシンの場合、結果はそう単純ではない。
本章での結果を説明するために (図 6-3 と  図 6-5; また Kawaguchi and 
Ishiwata, 2001a の図 2 を参照)、図 6-6a に示すように単頭結合と双頭結合
の間に平衡関係が存在することを仮定した。また我々は単頭、双頭結合状態
でのキネシンの微小管からの解離は異なるt(0)と d の値をもつと仮定した





ここで、t=0では N1 + N2 = 1 である。 上記の微分方程式(式 1 と 2)を解
くと、 破断力分布 P(F(t))は, 次の数式で得られる(式 3)。 
 
 
ここで、破断力分布のヒストグラムは P(t)dt (または P(F)dF)で得られる。
つまり、t と t+dtの間(または F と F+dF の間)で破断の起きる確率である。 
また、双頭結合からの直接の破断が存在することを仮定した。なぜならこ














































































するために、t1(0)とt2(0)の値をそれぞれ 150s と 2000s、そして d1と d2の
値をそれぞれプラス端方向(+)で 4.0 と 3.0nm、マイナス端方向(-)で 3.0 と
2.5 nm とした(表 6-1 参照：Uemura et al ., 2002)。双頭結合の寿命はt2(0)
であらわされるが、モデル解析で実際に用いた値は(図 6-6a の(2))、t1(0) を
150ｓに固定し、すでに報告されている無負荷における双頭のキネシン・微
小管複合体の平均の結合寿命である 1000s(Hancock and Howard, 1999)を
満たすように決定した(Uemura et al ., 2002)。平均の結合寿命は 1000s であ
るが、k+と k-の比が 10 に保たれている限り、k+と k-の絶対値には依存しな
かった。1 回目破断において、t1(0)と t2(0)の比を約 1:10 に選んだとき、
N1(0)と N2(0)はそれぞれ 1/11 と 10/11 になった(つまり、k+/k-=10)。ここで、
1 回目破断は単頭結合―双頭結合間の平衡が保たれている状態で起こると
仮定する。一方、2 回目以降破断は常に単頭結合から始まると仮定している
ので、2 回目以降破断の N1(0)と N2(0)はそれぞれ 1 と 0 を選択した。これ
はコンピューター解析の結果から最もよく k+と k-を再現するのは、
AMP-PNP 存在下ではそれぞれ 2.0 と 0.2 /s、ヌクレオチドなし状態では 70
と 7 /s (比はあくまでも 10に保っている)であったためである(図 6-6b に例
を示した)。 
このように、上記のモデル解析により破断力分布の重要な性質を再現する
ことができた(図 6-2b、図 6-3b と c における実線を参照)。しかし、図 6-6b
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の三角印の曲線と図 6-3d を比較して分かるように、この単純なモデルでは
2 回目以降破断における 5pN/s より高いところでの N2の急激な減少は再現
できなかった(図 6-6b と図 6-3d を比較。図 6-3b と 6-c の破線も参照)。こ
の高い負荷上昇率での 2 回目以降破断でみられた大きなずれは、k+または
k- が負荷上昇率に大きく依存すると仮定することで改善される。例えば、
図 6-6b に示したように、もし 5pN/s において 2 と 0.2 /s であった速度定数
が 7.5 pN/sでは 0.5 と 0.05 /sのように低くなるとすると、図 6-3d に見ら
れるような大きい負荷上昇率依存性を説明することができる。 











では図 6-2bに示した実線、AMP-PNP 存在下では図 6-3b-dを参照)。ここで、
さらに強調しておくが、モデル解析における 1 回目、2 回目以降破断の違い
は初期条件の違いのみである(図 6-6 参照)。他のパラメーターの値を変える
必要はなかった。 
ヌクレオチドなし状態と AMP-PNP 存在下との間での 1 回目破断におけ
る顕著な違いは、破断力分布が 2 つのピークから 1 つのピークへと転移す























et al., 2002)。 さらに、もし後方の頭部が前方に引っ張られるために不安定
化することがヌクレオチドの結合、解離と連動していたとすると、つまり、
もしそのような分子内のメカノケミカルカップリングでおこるシンクロが








において無負荷状態で 1000ｓであり、単頭のキネシンでは 100s であった




et al., 1995, 2000)。今回のモデル解析ではデータを再現するもっともふさ
わしい dの値はプラス端方向で 3.0-4.0nmであり、マイナス端方向で 2.5-3.0 
nm であった。AMP-PNP 存在下における結合寿命の負荷依存性ついて調べ
た以前の実験においても、今回の結果に矛盾しない(Seo and Ishiwata, 未発
表データ)。この値は普通のタンパク質・タンパク質相互作用における値よ






破断力と弾性率の比よりプラス端方向で約 18nm (マイナス端方向で 21 nm)
であると見積もられた。しかし、この見積もりは見かけの大きさである。 ビ
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ーズの半径を 0.5mm、キネシンの長さが 60±20nm(Svoboda and Block, 
1994)であることを考慮すると、18nm(21nm)の見かけの伸びに対応するキ
ネシンの伸びは 8.3 ± 1(9.7 ± 1)nm と見積もることができる。これは約 18 
(or 21) nm x cos(q)で求めたものであり、q (1.1±0.1rad)はカバーガラスとキ

































































図  6-2 ヌクレオチドなし状態における、破断力分布の負荷上昇
率依存性 
 


















































S成分と L 成分の境界線を表わしているが、これは目測で決めた。S 成分と
L 成分の平均の破断力(pN)をカッコ内に示す。 破断力分布のシミュレーシ
ョンカーブについては（プラス端への負荷は緑、マイナス端方向への負荷の




































































































(6.7, ---) (9.5, ---)
(7.6, ---) (10.6, ---)
(7.7, ---) (11.1, ---)
























図  6-3 AMP-PNP存在下における破断力分布の負荷上昇率依存   
    性 
 
破断力はプラス端(a と b)、マイナス端(c)のいずれかに負荷を加えることで















































b と c, プラス端方向(赤)またはマイナス端方向(緑)に様々な負荷上昇率
(pN/s;図 6-2 説明を参照)で負荷を加えたときの一回目破断(b と c の左の列
で、明るい赤と緑でそれぞれ示している)と 2 回目以降破断(b と c の右の列
で、暗い赤と緑でそれぞれ示している)の破断力分布を表すヒストグラム。





















7 9.0  pN/s




















































































































































































7 18.0  pN/s


































(Kawaguchi  and Ishiwata, 2001a; Nishizaka et al ., 1995)。その負荷上昇率
は約 9pN/s(図 6-2 の説明を参照)。厳密に言えば、力はガラス表面とは平行
な成分を意味し、伸びもガラス表面とは平行な面内での伸びを意味している
(考察を参照)。矢印は破断が起きた瞬間を示している。弾性率は細線の傾き
から見積もられた。b、図 6-2bの左の列から得られた負荷上昇率 3.5 pN/s (グ
レーの円形)と 9.5 pN/s（黒の円形)における弾性率と破断力の関係。平均の
弾性率は(平均 ± SD, 単位は pN/nm) 3.5 pN/s において 0.35 ± 0.14 (n = 46)、











































, 3.5pN/s  (n=46)
, 9.5pN/s  (n=31)


















図  6-5 AMP-PNP 存在下におけるキネシン分子の弾性率と破断
力の関係 
 
a, 1回目破断(深緑)と 2回目以降破断(ピンク)それぞれのビーズの変位(図 6-
４a 参照)から求められた力と伸びの関係の例。短い矢印はキネシンの解離
が起こった瞬間を示している。長い矢印は小さい傾きから大きい傾きへと遷





























b & c, 1.8 pN/s (明るい緑) と 18.0 pN/s (深緑)での 1 回目破断(b、図 6-3b
の左のカラム参照)と、5.6 pN/s  (ピンク)と 18.2 pN/s (赤)における 2 回目以
降破断(c, 図 6-3b の右のカラム参照) におけるキネシン分子の弾性率と破
断力の関係。 力と伸びの関係が途中で一度折れ曲がったときは、折れ曲が
り前後の両方の傾きを c にプロットした。点線で分けてある 2 つの領域は
図 6-3b で決定した S 成分と L成分それぞれに対応している。弾性率(平均 ± 
S.D、単位は pN/nm)は一回目破断における 1.8 pN/s で 0.36 ± 0.15 (n = 23)
と 0.77 ± 0.29 (n = 30)、18.0 pN/sでは L成分のみで ( - , 0.86 ± 0.28 (n = 26) 
となり、2 回目以降破断では 5.6 pN/s で 0.39 ± 0.17 (n = 14)と 0.67 ± 0.21 (n 




























, 5.6pN/s   (n=14, 29), 1.8pN/s
, 
Initial Subsequent 
   (n=23, 30)
18.0pN/s (n=    , 26) , 18.2pN/s (n=33,     )


























状態での結合寿命はt i(F) = t i(0)exp(-F·d i/kBT) (i = 1, 2)と表わせる。ここで
diは特性距離、kBはボルツマン定数 T は絶対温度(Nishizaka et al., 2000)で
ある。このモデル計算において、ti(0)の値は実験で得られた値をもとに決定
し(Hancock and Howard, 1999)、それによりパラメーターd, k+と k-の値を
最適化した。 





 Detached  State

























b, 上記のモデルに従って、図 6-3d にまとめたデータを最もよく再現する値




が約 10)に選んだことを考慮して、k+/k-の比を 10 に固定したときのモデル
シミュレーションの結果を示す。白抜きと塗りつぶした印はそれぞれ 1 回
目破断と 2回目以降破断を表しているが、k+と k-の値は 1 回目、2 回目以降
破断に依存しないと仮定した。曲線はそれぞれ、k+と k-(1/s)がそれぞれ 0.5 
と 0.05(円形)、2 と 0.2(三角形)、5 と 0.5(四角形)の場合である。 
b
Loading Rate(pN/s)






















表  6-1 
 
Table1 Parameters used for model analysis
      Initial Subsequent 
AMP-PNP Nucleotide-free
      Initial
t t1 2(0), (0)[s] 150, 2000




N (0), N (0)1 2 1/11, 10/11 1, 0
k  , k  + 70, 7[1/s] 2.0, 0.2
1/11, 10/11







d- , d-(1) (2) [nm]
















２． キネシンの滑り速度を、温度パルス顕微鏡法を用いて 35°Cから 50°C 
(瞬間的には～60°C)という高温で測定することに成功した。最大速度
は 3.68mm/s に達し、今まで報告された天然キネシンの速度として最




３． 光ピンセットを用いて 1 分子のキネシンと微小管の複合体に外部負
荷を加え、その力学的性質を調べた。AMP-PNP を含んだ溶液で測定
したキネシン 1 分子の弾性率と微小管との結合破断力の値は、ヌクレ
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